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Detección simultánea de bacterias productoras de aminas
biógenas mediante PCR.
La presente invención consiste en un método de control
de la presencia de aminas biógenas en alimentos y be-
bidas mediante la detección simultánea de bacterias pro-
ductoras de aminas biógenas mediante PCR. Esta ampli-
ficación por PCR múltiple utiliza simultáneamente oligo-
nucleótidos cebadores específicos para la detección de
bacterias productoras de diferentes aminas biógenas, co-
mo son la histamina, tiramina, putrescina y cadaverina, y
es utilizable para la detección de la mayoría de los micro-
organismos productores de aminas biógenas en alimen-
tos, sirviendo de medida indirecta de su frescura. En se-
guridad alimentaria, sería interesante para laboratorios de
análisis o de investigación, o para industrias alimentarias
con laboratorios de control de procesos de fermentación
y de alimentos ya elaborados. Las ventajas son, además
de la especificidad y la detección de la mayoría de los
microorganismos productores de aminas biógenas mayo-
ritarias, la sensibilidad y la rapidez.
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DESCRIPCIÓN
Detección simultánea de bacterias productoras de aminas biógenas mediante PCR.
Sector de la técnica
Área de diagnóstico molecular rápido para el sector agroalimentario pudiendo afectar a los subsectores de produc-
ción de quesos, embutidos cárnicos fermentados, cervezas, vinos, encurtidos y conservas de pescado. Es utilizable por
laboratorios de ensayo públicos o privados que tengan procedimientos de análisis en alimentos, o por laboratorios de
investigación, o por industrias alimentarias con laboratorios de análisis.
Estado de la técnica
Las aminas biógenas son compuestos tóxicos provenientes de la descarboxilación de algunos aminoácidos pre-
sentes en los alimentos por la acción de enzimas de ciertos microorganismos los cuales pueden estar ejerciendo una
acción beneficiosa (p. ejemplo, una bacteria láctica utilizada como cultivo iniciador para la fermentación) o bien una
acción alterante. Por ello algunas aminas biógenas también pueden utilizarse como indicadores del grado de frescor o
alteración de alimentos, como el pescado o la carne. Se ha descrito la capacidad para formar aminas biógenas en varia-
dos grupos de microorganismos, fundamentalmente enterobacterias, Pseudomonss sp., enterococcos y otras bacterias
lácticas. También se ha descrito que la capacidad para formar aminas biógenas es un carácter de cada cepa en particu-
lar, no estando asociado a determinados grupos bacterianos [Coton E, Rollan G, Bertrand A, Lonvaud-Funel A. 1998.
Histamine-producing lactic acid bacteria in wines: early detection, frequency, and distribution. Am. J. Enol. Vitic. 49,
199-204] [Bover-Cid S, Hugas M, Izquierdo-Pulido M, Vidal-Carou MC. 2001. Amino acid decarboxylase activity of
bacteria isolated from fermented pork sausages. Int. J. Food Microbiol. 66:185-189]. La casi totalidad de alimentos
que contienen proteínas o aminoácidos libres se someten a condiciones que permiten la actividad microbiológica por
lo que se puede esperar la existencia de aminas biógenas en ellos.
Las aminas biógenas más estudiadas son la histamina y la tiramina debido a los efectos tóxicos derivados de sus
propiedades psicoactivas y vasoactivas, y causan intoxicación si se ingieren en elevadas cantidades [Silla-Santos MH,
1996. Biogenic amines: their importance in foods, Int. J. Food Microbiol. 29:213.231]. Como ejemplo de intoxicación
por histamina está el denominado “scombroid fish poisoning”, debido a que en los tejidos de los peces de las familias
Scombridae y Scomberesocidae (como atún, caballa y sardinas) existen altos niveles de histidina libre, la cual se
convierte en histamina por la acción de microorganismos, especialmente de la familia Enterobacteriacae, en particular
Proteus vulgaris. También pueden contener histamina bebidas fermentadas, como el vino y la cerveza, embutidos
cárnicos fermentados, vegetales fermentados, como la col ácida,... Como ejemplo de intoxicación por tiramina está la
denominada “cheese reaction” debida a los altos niveles de tiramina presentes en ciertos quesos.
El consumo de altos niveles de histamina puede producir nauseas, alteraciones respiratorias, sudores, palpitaciones,
dolores de cabeza, enrojecimiento cutáneo, hiper e hipotensión. La presencia de otras aminas biógenas puede potenciar
los efectos tóxicos de la histamina. En individuos sanos, las aminas putrescina y cadaverina no se consideran tóxicas,
sin embargo potencian los efectos de la histamina.
Las aminas biógenas presentes en los alimentos proteicos tales como la carne o el pescado, sometidos a determina-
dos procesos de cocción (asado. horneado) pueden originar aminas heterocíclicas, como las quinolinas, quinoxalinas
y sus derivados, que pueden tener un efecto tóxico debido a sus actividades mutagénicas o carcinogénicas observadas
en animales de laboratorio. Además, en embutidos curados, la putrescina puede formar N-nitrosaminas, cuyo efecto
carcinógeno se ha demostrado en animales.
Se han descrito diferentes métodos para el análisis y cuantificación del contenido en aminas biógenas de los ali-
mentos (TLC, HPLC,...). Sin embargo estos métodos sirven en el mejor de los casos para conocer la concentración
de las aminas en cuestión, sin que sea ya posible intervenir para evitar su presencia en el alimento y llegando, todo
lo más, a saber qué lote del mismo no se puede vender si p.ej.- la legislación así lo indica. Sólo los métodos micro-
biológicos permiten conocer con cierta anticipación la presencia de bacterias productoras de aminas biógenas y, como
consecuencia, la posibilidad de evitar su desarrollo y, en definitiva, la producción de dichos compuestos.
Como métodos de detección microbiológicos, se han descrito medios de cultivo especiales para la detección de
bacterias productoras de aminas biógenas [Moller V, 1955. Simplified tests for some amino acid decarboxylases and
for the arginine dihydrolase system. Acta Path. Microbiol. Scan. 36:102-114][Niven CF, Jeffrey MB, Corlett DA,
1981. Differential plating medium for quantitative detection of histamine-producing bacteria. Appl. Environ. Micro-
biol. 41:321-322]. Se trata de medios suplementados con el correspondiente aminoácido precursor de la amina y un
indicador de pH: cuando se sintetiza la amina se produce una alcalinización del medio, lo que da lugar a un viraje del
indicador de pH y por consiguiente, permite una rápida detección visual. Sin embargo, las bacterias lácticas originan
una excesiva producción de ácido que neutraliza la alcalinización producida por la síntesis de la amina y da lugar a fal-
sos negativos en un número muy elevado de casos. Por ello, para las bacterias lácticas se han descrito modificaciones
a estos medios que, de forma general, aumentan la capacidad tamponadora del medio de cultivo [Maijala RL. 1993.
Formation of histamine and tyramine by some lactic acid bacteria in MRS-broth and modified decarboxylation agar.
Lett. Appl. Microbiol. 17:40-43] [Bover-Cid S y Holzapfel WH. 1999. Improved screening procedure for biogenic
amine production by lactic acid bacteria, Int. J. Food Microbiol., 53:33-41], pero presentan siempre una cierta ambi-
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güedad a la hora del diagnóstico. La utilidad de estos media; se ha evaluado en bacterias aisladas a partir de diferentes
alimentos como son quesos, pescado ahumado, vinos y mostos de uva y productos cárnicos.
A las dificultades comentadas de detectar las cepas productoras de aminas biógenas en medios de cultivo, se une su
lentitud y la posibilidad de que pueda darse la pérdida de este fenotipo en medios y condiciones de laboratorio [Aerny
J, 1985. Origine de l’histamine dans les vins. Connaissances actuelles. Bull. Off. Int. Vin.,656-657:1016-1019] [Lon-
vaud-Funel A y Joyeux A; 1994. Histamine production by wine lactic acid bacteria: isolation of a histamine-producing
strain of Leuconostoc oenos. J. Appl. Bacteriol. 77:401-407] [Izquierdo-Pulido M, Carceller-Rosa JM, Mariné-Font
A, Vidal-Carou MC, 1997. Tyramine formation by Pediococcus spp. during beer formation. J. Food. Prot.]. Todo ello
ha conducido a que se hayan comenzado a aplicar técnicas rápidas de biología molecular, especialmente la reacción en
cadena de la polimerasa o PCR, para la detección de estas bacterias productoras de aminas biógenas. La PCR es una
técnica mediante la que el DNA es amplificado por la PCR con el fin de producir grandes cantidades de un producto
de DNA específico. Las cualidades de la técnica de PCR son bien conocidas por los iniciados en el tema. El proceso de
la PCR está cubierto por patentes cuyos propietarios son Hoffman-La Roche, Inc., pudiendo conseguirse información
sobre las licencias de “Perkin-Elmer Corporation” o bien de “Roche Molecular Systems, Inc”.
No se han detectado patentes mundiales registradas en la base de datos esp@cenet, que respondan a la pregunta
“PCR and AMINES”, “PCR and TYRAMINE”, “PCR and PUTRESCINE” and “PCR and CADAVERINE”. Existe
una solicitud de patente del CSIC de otros inventores, no publicada, que detecta mediante PCR uno de estos compues-
tos pero no todos en conjunto. Existe una única patente que responde a “PCR and HISTAMINE” pero que no se refiere
a ningún método de detección de histamina.
Sin embargo, si existen algunas referencias bibliográficas. Para la histamina se han descrito oligonucleótidos dege-
nerados basados en zonas conservadas presentes en algunas histidinas descarboxilasas [LeJeune C, Lonavud-Funel A,
ten Brink B, Holstra H, van der Vossen JMBM, 1995. Development of a detection system for histidine decarboxylating
lactic acid bacteria based on DNA probes, PCR and activity test. J. Appl. Bacteriol. 78: 316-326] los cuales han sido
aplicados para la identificación de cepas de Clostridium perfringens productoras de histamina [Alves RT, dos Santos
AT, Martins MF. 2002. Detection of histamine-producing bacteria using polymerase chain reaction techniques and
DNA probes. Eur. Food Res. Technol. 214:178-180]. Estos oligonucleótidos también se han aplicado para la detección
directa de bacterias lácticas en vino [Coton E, Rollan A, Bertrand A, Lonvaud-Funel A. 1998. Histamine-producing
lactic acid bacteria in wines: early detection, frequency, and distribution. Am. J. Enol. Vitic. 49:199-204]. También
se ha diseñado una pareja de oligonucleótidos para amplificar genes de histidina descarboxilasas en bacterias como
Morganella morganii, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris,...y por lo tanto identificar bacterias potencialmen-
te productoras de histamina [Takahashi H, Kimura B, Yoshikawa M, Fujii T. 2003. Cloning and sequencing of the
histidine decarboxylase genes of gram-negative, histamine-producing bacteria and their application in detection and
identification of these organisms in fish. Appl. Environ. Microbiol. 69:2568-2579]. Para la tiramina se han descrito
métodos moleculares de detección mediante PCR para bacterias como Enterococcus sp., Carnobacterium divergens y
Lactobacillus brevis [Coton M, Coton P, Lucas P, Lonvaud A, 2004. Identification of the gene encoding a putative tyro-
sine decarboxylase of Carnobacterium divergens 508. Development of molecular tools for the detection of tyramine-
producing bacteria. Food Microbiol. 21:125-130].
Sin embargo, no se ha descrito ningún método molecular para la detección de las aminas cadaverina o putrescina,
aún siendo aminas mayoritarias en muchos alimentos (como es el caso de la putrescina en el vino), potenciadores de
los efectos tóxicos de la histamina y responsables de la formación de compuestos carcinógenos como las nitrosaminas.
Por ello, es una gran ventaja el disponer de un conjunto de oligonucleótidos que permitiría la detección de cualquier
bacteria potencialmente productora de las aminas biógenas histamina, tiramina, putrescina y cadaverina.
Descripción de la invención
Breve descripción de la invención
La presente invención consiste en un procedimiento para el control y la detección de la presencia de bacterias con
capacidad para producir aminas biógenas, concretamente histamina, tiramina, putrescina y cadaverina, en bacterias
aisladas o directamente en productos alimentarios y su uso en seguridad alimentaria o como medida indirecta del fres-
cor de los alimentos. Esta invención permite conocer de una forma sencilla, rápida, simultánea y específica el riesgo de
la presencia de aminas biógenas en un alimento. El poder conocer con anticipación la posibilidad de aparición de estas
aminas va a permitir evitar su formación, como por ejemplo, en una fermentación inducida mediante la inoculación
de un cultivo iniciador al que previamente se le ha aplicado este procedimiento y ha mostrado no ser productor de
aminas biógenas. La presente invención es utilizable en laboratorios de ensayo públicos o privados que tengan pro-
cedimientos de análisis en alimentos, o en laboratorios de investigación, o en industrias alimentarias con laboratorios
de análisis. También podría utilizarse en industrias productoras de cultivos iniciadores para la industria alimentaria.
Los posibles beneficiarios de este procedimiento de detección incluyen a empresas elaboradoras de quesos, cervezas,
vinos, encurtidos vegetales, embutidos cárnicos curados, conservas de pescado,... entre otras.
Descripción detallada de la invención
Las aminas biógenas se producen por la descarboxilación de aminoácidos. Así, la histamina se produce por des-
carboxilación del aminoácido histidina, la tiramina de la tirosina, la putrescina de la ornitina y la cadaverina del
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aminoácido lisina. Por lo tanto, las bacterias que son capaces de producir aminas se debe a que poseen unos en-
zimas que descarboxilan estos aminoácidos: son las aminoácido descarboxilasas. Estas enzimas, generalmente, son
específicas para un único aminoácido, por lo que las enzimas implicadas en la biosíntesis de aminas biógenas son
histidina-, tirosina-, ornitina- y lisina-descarboxilasas. También se ha observado que no todas las descarboxilasas de
un determinado aminoácido son similares en todas las bacterias.
La comparación de las secuencias de descarboxilasas publicadas o presentes en la base de datos así como con
secuencias obtenidas en nuestro laboratorio ha permitido la identificación de regiones altamente conservadas en cada
grupo de descarboxilasas [Coton E, Rollan GC, Lonvaud-Funel A, 1998. Histidine carboxylase of Leuconostoc oenos
9204: purification, kinetic properties, cloning and nucleotide sequence of the hdc gene. J. Appl. Microbiol. 84: 143-
151] [Coton M, Coton P, Lucas F, Lonvaud A, 2004. Identification of the gene encoding a putative tyrosine decar-
boxylase of Carnobacterium divergen 508. Development of molecular tools for the detection of tyramine-producing
bacteria. Food Microbiol. 21:125-130]. Estas regiones han sido utilizadas para el diseño de cebadores específicos
para su uso en reacciones de PCR para amplificar fragmentos internos específicos e identificadores de los genes de
histidina-, tirosina-, ornitina- y lisina-descarboxilasas (Tabla 1). Estos fragmentos amplificados se pueden distinguir
entre si, de una forma rápida y sensible, mediante su tamaño molecular de forma que se puedan utilizar todos juntos
en una misma reacción de PCR múltiple (Tabla 2).
TABLA 1
Secuencias de los cebadores utilizados en este trabajo
Siendo:
M: A o C;
R: A o G;
W: A o T;
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S: C o G;
Y: C o T;
H: A, C o T;
D: A, G o T;
B: C, G o T;
N: A, C, G o T.
Todos los oligonucleótidos diseñados están degenerados para que se puedan amplificar la totalidad de los genes
de interés en cada caso. Debido a la existencia de dos tipos diferentes de proteínas con actividad histidina-, ornitina-
y lisina descarboxilasa en bacterias, en estos casos se han diseñado dos parejas de cebadores para cubrir ambas po-
sibilidades. Las parejas de oligonucleótidos HIS1/f-HIS1/r y HIS2/f-HIS2/r están basados en regiones conservadas
y específicas de histidina descarboxilasas bacterianas; la pareja de cebadores T YR/f-TYR/r amplifica todos los ge-
nes de tirosina descarboxilasa bacterianas descritos hasta la actualidad. La pareja de oligonucleótidos PUT1/f-PUT1/r
y PUT2/f-PUT2/r amplifican fragmentos internos de ornitina descarboxilasas bacterianas. Por último, las parejas de
cebadores CAD1/f-CAD1/r y CAD2/f-CAD2/r amplifican los dos grupos de lisina descarboxilasas descritos actual-
mente. Los tamaños amplificados por estos cebadores sobre DNA de bacterias productoras de la correspondiente amina
están descritos en la Tabla 2.
El procedimiento descrito incluye la amplificación por PCR con cada pareja de cebadores por separado o de forma
conjunta, que incluya total o parcialmente los cebadores diseñados.
TABLA 2
Tamaños de DNA amplificados en bacterias productoras de aminas biógenas
Para la utilización de los cebadores por separado se optimizó un programa de PCR en termocicladores GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin Elmer) y Mastercycler Gradient (Eppendorf). El programa optimizado fue:
- una etapa de desnaturalización previa de 2 minutos a 95ºC
- 30 ciclos consistentes en:
desnaturalización 30 segundos a 95ºC,
hibridación 30 segundos a 53ºC y
extensión 1:30 minutos a 72ºC,
- una etapa de extensión final de 20 min a 72ºC.
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También se optimizó la composición de la mezcla de reacción de 25 µl que contenía: DNA molde, 20 mM Tris-
HCl, pH 8.0, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 1 µM de cada cebador, y 1 U de DNA polimerasa.
En estas condiciones optimizadas, se amplifican todos los fragmentos con los tamaños esperados en las cepas pro-
ductoras de aminas biógenas. Los fragmentos amplificados se visualizan mediante electroforesis en geles de agarosa.
Cualquier experto medio de la técnica de la presente invención puede adaptar fácilmente estas condiciones de la
reacción de PCR a cualquier equipo termociclador, pudiendo modificarse la temperatura de hibridación del DNA con
los cebadores, la polimerasa utilizada, las condiciones de desnaturalización, etc.
En general, prescindiendo de detalles específicos para la extracción del DNA bacteriano a partir de diversos pro-
ductos alimentarios, el método de detección propuesto para la detección de bacterias productoras de aminas biógenas,
sigue los pasos:
1. Extracción de DNA bacteriano a partir de una bacteria aislada o a partir de un producto alimenticio.
2. Amplificación por PCR con las parejas de cebadores diseñadas con el programa seleccionado.
3. Identificación electroforética de los DNAs amplificados.
La presencia de bandas electroforéticas de tamaños amplificados iguales a los esperados permite afirmar que esa
bacteria posee el gen implicado en la síntesis de la amina biógena y por tanto, si las condiciones son adecuadas, puede
producir la correspondiente amina en el alimento con el consiguiente riesgo para la salud del consumidor.
Aplicación industrial
El procedimiento que se propone para la detección rápida y simultánea de bacterias capaces de producir ami-
nas biógenas, requiere un laboratorio con los equipos básicos para el aislamiento de DNA, amplificación por PCR
(termociclador) y electroforesis.
Todo lo anterior se puede encontrar en un laboratorio de análisis y certificación de muestras alimentarias, privado
o de la administración, y en laboratorios de control de calidad de empresas elaboradoras para el control de puntos
críticos.
Otro objeto de la presente invención lo constituye un kit de diagnóstico por PCR para la detección de aminas
biógenas que contenga las parejas de oligonucleótidos cebadores de la presente invención o cualquier combinación
posible que los incluya.
Breve descripción del contenido de las figuras
Figura 1. Amplificación mediante PCR de bacterias productoras de histamina. La PCR se ha realizado con los
cebadores HIS1/f-HIS1/r utilizando DNA cromosómico extraído de Lactobacillus 30a ATCC 33222 (línea 1) que
amplifica un fragmento de 372 pb o utilizando los oligonucleótidos HIS2/f-HIS2/r utilizando DNA cromosómico
de Morganella morganii CECT 173 (línea 2), Photobacterium phosphoreum CECT 4192 (línea 3), Photobacterium
damselae CECT 626 (línea 4) y Proteus vulgaris CECT 484 (línea 5) que amplifican 531 pb. También aparece como
marcador de peso molecular una escalera de 50 pb, de manera que las dos bandas más intensas corresponden a 250 y
500 pb (línea M).
Figura 2. Amplificación mediante PCR de bacterias productoras de tiramina. La PCR se ha realizado con los
cebadores TYR1/f-TYR1/r utilizando DIVA cromosómico extraído de Enterococcus faecalis CECT 184 (línea 1),
Enterococcus faecalisCECT 407 (línea 2), Lactobacillus brevisCECT 5354 (línea 3), Lactobacillus brevisCECT 4669
(línea 4), Carnobacterium divergens CECT4016 (línea 5), Enterococcus faecium CECT 410 (línea 6) que amplifican
un fragmento de DNA de 825 pb. También aparece como marcador de peso molecular el DNA del fago λ cortado con
HindIII y EcoRI (línea M).
Figura 3. Amplificación mediante PCR de bacterias productoras de putrescina. La PCR se ha realizado con los
cebadores PUT1/f-PUT1/r utilizando DNA cromosómico de Escherichia coli (línea 1), Morganella morganii CECT
173 (línea 2), Lactobacillus 30a ATCC 33222 (línea 3), Serratia liquefaciens (línea 4), Oenococcus oeni (línea 5) que
amplifican un fragmento de 1440 pb o bien utilizando los cebadores P UT2/f-PUT2/r con DNA cromosómico extraído
de Pseudomonas aeruginosa (línea 6) o Pseudomonas fluorescens (línea 7) que amplifican un fragmento de 624 pb.
También aparecen como marcadores de peso molecular la escalera de DNA de 50 pb (línea M1) y el DNA del fago
cortado con HindIII y EcoRI (línea M2).
Figura 4. Amplificación mediante PCR de bacterias productoras de cadaverina. La PCR se ha realizado con los
cebadores CAD1/f-CAD1/r utilizando DNA cromosómico extraído de Shigella flexneri CECT 585 (línea 1), Shigella
sonnei CECT 457 (línea 2) o Escherichia coli BL21 (línea 3) que amplifican un fragmento de 1098 pb o bien utilizando
los cebadores CAD2/f-CAD2/r sobre DNA de Streptococcus sp. (línea 4) que amplifican 1185 pb. También aparece
como marcador de peso molecular el DNA del fago λ cortado con HindIII y EcoRI (línea M).
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Figura 5. Amplificación mediante PCR de bacterias productoras de histamina, tiramina, putrescina y cadaverina
a partir de DNA extraído de una muestra de leche desnatada inoculada artificialmente con bacterias productoras. Las
bacterias inoculadas fueron: Lactobacillus 30a ATCC 33222 (productora de histamina y amplifica un fragmento de 372
pb con los cebadores HIS1/f-HIS1/r) (línea 1), Morganella morganii CECT (productora de histamina y amplifica un
fragmento de 531 pb con los cebadores HIS2/f-HIS2/r) (línea 2), Pseudomonas aeruginosa (productora de putrescina
y que amplifica un fragmento de 624 pb con los cebadores PUT2/f-PUT2/r) (línea 3), Enterococcus faecium CECT 410
(productora de tiramina y que amplifica un fragmento de 825 pb con los cebadores TYR/f-TYR/r) (línea 4), Shigella
flexneri CECT 585 (productora de cadaverina y que amplifica un fragmento de 1098 pb con los cebadores CAD1/f-
CAD1/r) (línea 5), Streptococcus sp. (productora de cadaverina y que amplifica un fragmento de 1185 pb con los
cebadores CAD2/f-CAD2/r) (línea 6) y Serratia liquefaciens (productora de putrescina y que amplifica un fragmento
de 1440 pb con los cebadores PUT1/f-PUT1/r) (línea 7). Como marcadores de peso molecular se utilizaron la escalera
de 50 pb utilizada (línea M1) y el DNA del fago λ cortado con HindIII y EcoRI (línea M2).
Ejemplo de realización de la invención
Ejemplo 1
Detección de bacterias productoras de aminas biógenas a partir de cultivos puros de bacterias
Se seleccionaron bacterias productoras de aminas biógenas: productoras de histamina (Lactobacillus 30a ATCC
33222,Morganella morganiiCECT 173, Photobacterium phosphoreumCECT 4192, Photobacterium damselaeCECT
626 y Proteus vulguris CECT 484), productoras de tiramina (Enterococcus faecalis Lactobacillus 30a ATCC33222,
Serratia liquefaciens, 33222 yMorganella morganii CECT 173 como productoras de histamina, Enterococcus faecium
CECT 410, productora de Oenococcus oeni, Pseudomonas aeruginosa y Pseuctomonas fluorescens) y productoras de
cadaverina (Shigella flenxeri CECT 585, Shigella sonnei CECT 457, Escherichia coli BL2 1 y Streptococcus sp.).
Las bacterias seleccionadas se crecen en medio rico (10 m1 hasta una densidad óptica a 600 nm de 0.6 - 0.8, se
centrifugan para sedimentar las células y se lavan en 500 µl de TES (10 mM Tris-CHl pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM
ClNa). Las células se vuelven a sedimentar y se resuspenden finalmente en 600 µl de TE (10 mM Tris-CHl pH 8.0,
1 mM EDTA) conteniendo lisozima (10 mg/ml). Se incuba en baño a 37ºC durante 30 min. Pasado este tiempo se le
añade 70 µl de SDS 10% y se mezcla por inversión hasta que se produce la lisis del cultivo. Las proteínas se extraen
mediante dos tratamientos con 700 µl de una solución de fenol (fenol:cloroformo:alcohol isoamílico, 25:24:1) y una
extracción con cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Después de la desproteinización, el DNA se precipita mediante
la adición de 2 volúmenes de etanol a -20ºC. El DNA precipitado se lava con etanol al 70% y se seca. El DNA se
resuspende en 50-200 µl de TE.
Con 10 ng de los DNAs así obtenidos se realizaron reacciones de PCR conteniendo las distintas parejas de ceba-
dores por separado. La reacción de PCR contenía 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 200 µM de
cada dNTP, 1 µM de cada cebador, y 1 U de DNA polimerasa. La PCR se realizó en un termociclador GeneAmp PCR
System 2400 con el programa optimizado previamente siendo 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 53ºC
y 1:30 minutos a 72ºC, con una etapa de desnaturalización previa de 2 minutos a 95ºC y con una etapa de extensión
final de 20 min a 72ºC.
En la Figura 1 se muestra como las bacterias productoras de histamina probadas amplificaron los fragmentos
de DNA con los tamaños esperados, 372 pb con los cebadores HIS 1/f HIS 1/r y 531 pb con los cebadores HIS2/f
HIS2/r.
De igual manera las bacterias productoras de tiramina, en todos los casos, amplificaron un fragmento de DNA de
825 pb con los cebadores TYR/f - TYR/r (Figura 2). Al probar bacterias productoras de putrescina amplificaron un
fragmento esperado de 1440 pb (cebadores PUT1/f - PUT1/r) o de 624 pb (PUT2/f - PUT2/r), tal como se muestra en
la Figura 3. Los fragmentos de 1098 pb, obtenidos con los cebadores CAD1/f - CAD1/r, y de 1185 pb, obtenidos con
los cebadores CAD2/f - CAD2/r, en las bacterias productoras de cadaverina, se muestra en la Figura 4.
Ejemplo 2
Detección simultánea de bacterias productoras de aminas biógenas a partir de cultivos puros de bacterias
DNAs (10 ng) obtenidos según el ejemplo 1 se utilizaron en combinación para reacciones de PCR múltiple conte-
niendo simultáneamente las 7 parejas de cebadores. La reacción de PCR tuvo que optimizarse variando la concentra-
ción de los cebadores para la aparición simultánea de todos los fragmentos amplificados. Se utilizaron combinaciones
de dos DNAs simultáneamente, entre otros Lactobacillus 30a ATCC 33222 y Morganella morganii CECT 173, Mor-
ganella morganii CECT 173 y Pseudomonas aeruginosa CECT 4412; Enterococcus faecium CECT 410 y Serratia
liquefaciens. También se probaron algunas de las posibles combinaciones de DNAs de tres bacterias productoras,
como por ejemplo, Lactobacillus 30a ATCC 33222, Enterococcus faecium CECT 410 y Serratia liquefaciens. Los
DNAs de 4 bacterias productoras también se mezclaron para comprobar la eficacia del método, por ejemplo, DNA
de Streptococcus sp., Lactobacillus 30a ATCC 33222, Enterococcus faecium CECT 410 y Serratia liquefaciens. De
forma similar se probaron distintas combinaciones de 5 y 6 DNAs, y por último se mezclaron DNAs de 7 bacterias
173, Enterococcus faecium CECT 410, Serratia liquefaciens, Pseudomonas aeruginosa productoras de aminas Lacto-
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bacillus 30a ATCC 33222, Morganella morganii CECT CECT 4412, Shigella flexneri CECT 585 y Streptococcus sp.
Para comprobar la validez del método de PCR múltiple. En todos los casos se amplificaron los fragmentos esperados.
Ejemplo 3
Detección de bacterias productoras de aminas biógenas a partir de alimentos
Como ejemplo de alimento se utilizó leche desnatada pasteurizada, la cual se inoculó con aprox-102-103 ufc/ml
de una bacteria representante de cada grupo de bacterias productoras de aminas biógenas. Las bacterias seleccionadas
fueron: Lactobacillus 30a ATCC 33222 y Morganella morganii CECT 173 como productoras de histamina, Entero-
coccus faecium CECT 410, productora de tiramina, Serratia liquefaciens y Pseudomonas aeruginosa CECT 4412,
como productoras de putrescina, y por último, Shigella flexneri CECT 585 y Streptococcus sp., como productoras de
cadaverina.
La leche así inoculada se centrifuga para sedimentar las células y se lava 2 veces en 500 µl de TES (10 mM Tris-
CHl pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM ClNa). Las células se vuelven a sedimentar y se resuspenden finalmente en 25 µl
de agua destilada. Las muestras se hierven durante 3 min. Con 1 µl de la suspensión hervida se realizaron reacciones
de PCR conteniendo por separado las distintas parejas de cebadores. La reacción de PCR contenía 20 mM Tris-CHl,
pH 8.0, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 1 µM de cada cebador, y 1 U de DNA polimerasa. La
PCR se realizó en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 con el programa optimizado previamente siendo 30
ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 53ºC y 1:30 minutos a 72ºC, con una etapa de desnaturalización previa
de 2 minutos a 95ºC y con una etapa de extensión final de 20 min a 72ºC.
La Figura 5 muestra los resultados obtenidos. Se obtuvo amplificación con todos los cebadores probados, 372 pb
con los cebadores HIS1/f-HIS1/r en Lactobacillus 30a ATCC 33222, 531 pb con los cebadores HIS2/f - HIS2/r en
Morganella morganii CECT 173, 624 pb con PUT2/f-PUT2/r en Pseudomonas aeruginosa CECT 4412, 825 pb con
TYR/f-TYR/r en Enterococcus faecium CECT 410, 1098 can CAD1/f-CAD1/r en Shigella flexneri CECT 585, 1185
con CAD2/f-CAD2/r en Streptococcus sp., y 1440 pb con los cebadores PUT1/f-PUT1/r en Serratia liquefaciens.
Ejemplo 4
Detección simultánea de bacterias productoras de aminas biógenas a partir de alimentos
Al igual que en el ejemplo 3, como alimento se utilizó leche desnatada pasteurizada, la cual de inoculó simultánea-
mente con aprox-102-103 ufc/ml de bacterias representantes de los grupo de bacterias productoras de aminas biógenas,
se inocularon en combinaciones de 2 bacterias (como Lactobacillus 30a ATCC 33222 y Morganella morganii CECT
173, Morganella morganii CECT 173 y Pseudomonas aeruginosa CECT 4412; Enterococcus faecium CECT 410 y
Serratia liquefaciens), también se inoculó con algunas de las posibles combinaciones tres bacterias productoras (como
por ejemplo, Lactobacillus 30a ATCC 33222, Enterococcus faecium CECT 410 y Serratia liquefaciens), se inocularon
simultáneamente 4 bacterias productoras (Streptococcus sp., Lactobacillus 30a ATCC 33222, Enterococcus faecium
CECT 410 y Serratia liquefaciens), se probaron también distintas combinaciones de 5 y 6 bacterias, y por último
se inocularon 7 bacterias productoras Lactobacillus 30a ATCC 33222, Morganella morganii CECT 173, Enterococ-
cus faecium CECT 410, Serratia liquefaciens, Pseudomonas aeruginosa CECT 4412, Shigella flexneri CECT 585 y
Streptococcus sp.
Siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 3 y con las condiciones de PCR múltiple puestas a punto en el
ejemplo 2, se consiguió en todos los casos la amplificación de los fragmentos esperados identificándose por el tamaño
de los mismos.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, caracterizado por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa
múltiple (MULTI-PCR) mediante una reacción múltiple y/o siete reacciones simultáneas con parejas de cebadores
específicos que consisten en los oligonucleótidos SEQ ID 1 a 14 cuyos productos de reacción son distinguibles por su
tamaño molecular.
2. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la histamina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos
específicos del gen de histidina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo
HIS1/f (SEQ ID 1) y oligo HIS1/r (SEQ ID 2) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 372 pb.
3. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la histamina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos
específicos del gen de histidina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo
HIS2/f (SEQ ID 3) y oligo HIS2/r (SEQ ID 4) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 531 pb.
4. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la tiramina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos
específicos del gen de tirosina descarboxilasas bacterianas, constituido por los oligonucleóticos oligo TVR/f (SEQ ID
5) y oligo TYRIr (SEQ ID 6) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 825 pb.
5. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la putrescina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos
específicos del gen de ornitina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo
PUT1/f (SEQ ID 7) y oligo PUT1/r (SEQ ID 8) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 1440 pb.
6. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la putrescina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos
específicos del gen de ornitina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo
PUT2/f (SEQ ID 9) y oligo PUT2/r (SEQ ID 10) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 624 pb.
7. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la cadaverina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos es-
pecíficos del gen de lisina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo CAD1/f
(SEQ ID 11) y oligo CAD1/r (SEQ ID 12) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 1098 pb.
8. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 1 caracterizado porque la detección de la cadaverina
por el uso la técnica de reacción en cadena de la polimerasa PCR, se realiza mediante la pareja de oligonucleótidos es-
pecíficos del gen de lisina descarboxilasas de un grupo de bacterias, constituido por los oligonucleóticos oligo CAD2/f
(SEQ ID 13) y oligo CAD2/r (SEQ ID 14) cuyo producto de reacción origina un fragmento de 1185 pb.
9. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según las reivindicaciones 1 a 8 caracterizado tras la mezcla de reactivos se
procede a la amplificación del DNA en un termociclador para PCR mediante:
a) un primer ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 2 min.
b) 30 ciclos de 95ºC durante 30 segundos de desnaturalización, 53ºC de hibridación del DNA y los cebadores
durante 30 segundos y 72ºC durante 1:30 minutos de extensión, cada uno.
c) una extensión final a 72ºC durante 20 minutos.
10. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina, según las reivindicaciones 1 a 9 caracterizado porque utiliza como material
de partida, cultivos bacterianos, productos vegetales, animales o aditivos.
11. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas his-
tamina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 10 caracterizado porque utiliza como material de
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partida productos alimenticios, vegetales y/o animales en particular, así como ingredientes o aditivos de los mismos y
en cultivos iniciadores.
12. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas his-
tamina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 10 caracterizado porque utiliza como material de
partida de origen animal, leche o derivados lácteos.
13. Procedimiento de detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas biógenas his-
tamina, tiramina, putrescina y cadaverina, según la reivindicación 10 caracterizado porque utiliza como material de
partida de origen animal carnes, pescados o sus derivados.
14. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen histidina descarboxilas bacterianas caracterizados porque
presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo HIS1/f (SEQ ID 1) y oligo HIS1/r (SEQ ID 2) y según el
procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de 372
pb.
15. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de histidina descarboxilas bacterianas caracterizados
porque presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo HIS2/f (SEQ ID 3) y oligo HIS2/r (SEQ ID 4) y según el
procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de 531 pb.
16. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de tirosina descarboxilasas bacterianas caracterizados
porque presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo TYR/f (SEQ ID 5) y oligo TYR/r (SEQ ID 6) y según
el procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de 825
pb.
17. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de ornitina descarboxilasas bacterianas caracterizados
porque presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo PUT1/f (SEQ ID 7) y oligo PUT1 (SEQ ID 8) y según
el procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de
1440 pb.
18. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de ornitina descarboxilasas bacterianas caracterizados
porque presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo PUT2f (SEQ ID 9) y oligo PUT2 (SEQ ID 10) y según
el procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de 624
pb.
19. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de lisina descarboxilasas bacterianas caracterizados por-
que presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo CAD1/f (SEQ ID 11) y oligo CAD1/r (SEQ ID 12) y
según el procedimiento de reacción de PCR indicado en la reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento
de 1098 pb.
20. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen de lisina descarboxilasas bacterianas caracterizados por-
que presentan las siguientes secuencias nucleotídicas oligo CAD2f (SEQ ID 13) y oligo CAD2r (SEQ ID 14) y según
el procedimiento de reacción de PCR indicado en las reivindicación 9 su producto deberá originar un fragmento de
1085 pb.
21. Kit de diagnóstico por PCR para la detección e identificación simultánea de bacterias productoras de las aminas
biógenas histamina, tiramina, putrescina y cadaverina según la reivindicación 1 caracterizado por amplificarse genes
correspondientes a histidina descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 2 y 3, a tirosina descarboxilasas
bacterianas según la reivindicación 4, a ornitina descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 5 y 6 y a lisina
descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 7 y 8 respectivamente, y contenga parejas de oligonucleótidos
cebadores específicos según las reivindicaciones 14 a 20 según el procedimiento descrito en las reivindicaciones 9, 10,
11, 12 y 13.
22. Kit de diagnóstico por PCR para la detección e identificación individual o simultánea de bacterias producto-
ras de histamina, tiramina, putrescina y cadaverina caracterizado por amplificarse genes correspondientes a histidina
descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 2 y 3, a tirosina descarboxilasas bacterianas según la reivindi-
cación 4, a ornitina descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 5 y 6 y a lisina descarboxilasas bacterianas
según las reivindicaciones 7 y 8 respectivamente, y contenga parejas de oligonucleótidos cebadores específicos según
las reivindicaciones 14 a 20 según el procedimiento descrito en las reivindicaciones 10, 11, 12 y 13.
23. Uso del procedimiento en las reivindicaciones 1 a 13 y de las parejas de oligonucleótidos cebadores para la
amplificación por PCR de genes de histidina descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 2 y 3, de tirosina
descarboxilasas bacterianas según la reivindicación 4, de ornitina descarboxilasas bacterianas según las reivindica-
ciones 5 y 6 y de lisina descarboxilasas bacterianas según las reivindicaciones 7 y 8 respectivamente en alimentos
en general y productos alimenticios, vegetales y/o animales en particular, así como en ingredientes o aditivos de los
mismos y en cultivos iniciadores, para detectar la presencia de bacterias con capacidad para producir aminas biógenas
y asegurar la no presencia de estas bacterias formando parte de cultivos iniciadores o en los productos alimenticios,
para realizar el control de los procesos de conservación y fermentación.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS
CARRASCOSA SANTIAGO, ALFONSO VICENTE
MUÑOZ MORENO, ROSARIO
MARCOBAL BARRANCO, ÁNGELA
DE LAS RIVAS GONZÁLEZ DEL REY, BLANCA
<120> DETECCIÓN SIMULTÁNEA DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE AMINAS BIOGENAS MEDIANTE
PCR
<130> aminas.prj
<160> 14
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> N: A, C, G o T
<220>
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<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>W: A o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223> S: C o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (19)..(19)
<223>M: A o C
<400> 1
ggnatngtnw sntaygaymg ngcnga 26
<210> 2
<211> 26
<212> DNA
<213> HIS1/r
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..12)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223> S: C o G
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<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223>W: A o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> D: A, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> R: A o G
<400> 2
atngcdatng cnswccanac nccrta 26
<210> 3
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
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<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223> S: C o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> R: A o G
<400> 3
aaytsnttyg ayttygaraa rgargt 26
<210> 4
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
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<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(7)
<223> S: C o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> D: A, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> R: A o G
<400> 4
tanggnsanc cdatcatytt rtgncc 26
<210> 5
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
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<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> R: A o G
<400> 5
tggytngtnc cncaracnaa rcayta 26
<210> 6
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
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<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> N: A, C, G o T
<400> 6
acrtartcna ccatrttraa rtcngg 26
<210> 7
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)
<223>W: A o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> Y: C o T
<220>
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<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
<223>M: A o C
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> R: A o G
<400> 7
twymaygcng ayaaracnta yttygt 26
<210> 8
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> N: A, C, G o T
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<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> N: A, C, G o T
<400> 8
acrcanagna cnccnggngg rtangg 26
<210> 9
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> H: A, C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> H: A, C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
<223>W: A o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>W: A o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
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<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> R: A o G
<400> 9
athwgntwyg gnaayacnat haaraa 26
<210> 10
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
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<221> misc_feature
<222> (5)..(5)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> D: A, G o T
<400> 10
gcnarnccnc craayttncc datrtc 26
<210> 11
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(7)
<223>W: A o T
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<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> N: A, C, G o T
<400> 11
ttygaywcng cntgggtncc ntayac 26
<210> 12
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> D: A, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
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<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (24)..(24)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> Y: C o T
<400> 12
ccrtgdatrt cngtytcraa nccngg 26
<210> 13
<211> 17
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> Y: C o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
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<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> N: A, C, G o T
<400> 13
cayrtnccng gncayaa 17
<210> 14
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (15)..(15)
<223> N: A, C, G o T
<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> R: A o G
<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223> B: C, G o T
<400> 14
gtnagrtant crbtnccrtt 20
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